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Eine Kopie des Berichts wird - gegebenenfalls mit den dazugehorigen Anlagen 
Weiterleitung an alle ausgewahlten Amter ubermittelt. 


dem Internationalen Buro zur 


3. Auf Wunsch eines ausgewahlten Amts wird das Internationale Buro eine Ubersetzung des Berichts (jedoch 
nicht der Anlagen) ins Englische anfertigen und diesem Amt ubermitteln. 

4. ERINNERUNG 

Zum Eintritt in die nationale Phase hat der Anmelder vor jedem ausgewahlten Amt innerhalb von 30 Monaten 
ab dem Prioritatsdatum (oder in manchen Amtern noch spater) bestimmte Handlungen (Einreichung von 
Ubersetzungen und Entrichtung nationaler Gebuhren) vorzunehmen (Artikel 39 (1)) (siehe auch die durch das 
Internationale Buro im Formblatt PCT/IB/301 ubermittelte Information). 

1st einem ausgewahlten Amt eine Ubersetzung der internationalen Anmeldung zu ubermitteln, so muB diese 
Ubersetzung auch Ubersetzungen aller Anlagen zum internationalen vorlaufigen Prufungsbericht enthalten. Es 
ist Aufgabe des Anmelders, solche Ubersetzungen anzufertigen und den betroffenen ausgewahlten Amtern 
direkt zuzuleiten. 

Weitere Einzelheiten zu den maBgebenden Fristen und Erfordernissen der ausgewahlten Amter sind Band II 
des PCT-Leitfadens fur Anmelder zu entnehmen. 
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Formblatt PCT/tPEA/416 (Juli 1992) 


VERTRAG UBER 



NTERNATBONALE ZOSASVJ^ENARBEIT AUF DEM 

B1ET DES PATENTWES1 


INTERNATIONAL 


PCT 

ER VORLAUFIGER PRUFUNGSBEROCMT 
(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 


Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
9961 


slehe Mittellung uber die Ubersendung des intemationalen 
WEITERES VORGEHEN voriaufigen PrOfungsbericht (Formblatt PCT/IPEA/416) 


Internationales AnmeldedatumfTag/Monataartr; 
27/08/1999 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/DE99 /02715 

Internationale PatentWassification (IPK) Oder nationale Klassifikatlon und IPK 
C12Q1/68 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
28/08/1998 


Anmelder 

KOEHLER, Thomas 


1. Dieser Internationale vo rttufige Pr°*^^^,^^^ iritemati ° na,e V ° r ' aUfi9en ^ 
Behfirde erstellt und wird dem Anmelder gem&B Art.kel 36 ubermrttelt. 

2. Dieser BERICHTumfaBtinsgesamt 8 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 

„ . .• „ H a m R« riC htANLAGENbei dabeihandeltessich um Blatter mit Beschreibungen. AnsprOchen 
8 AuBerdem liegen dem Bencnt ANLftiatiN Dei, a«w i ..a . 7 , iarunde lieaen und/oder Blatter mit vor dieser 

Diese Anlagen umfassen insgesamt 3 Blatter. 


3. Dieser Bericrrt enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 


I 


II 

□ 

III 

□ 

IV 

□ 

V 


VI 


VII 

□ 

VIII 



Bestimmte angefQhrte Unterlagen 

Bestimmte Mangel der intemationalen Anmeldung 
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Formblatt PCT/lPEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 


internationalervorlaufiger 
prOfungsbericht 


Internationales Aktenzeichen PCT/DE99/0271 5 


I. Grundlage des Berichts 

1 . Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundlage (Ersatzblatter, die dem Anmetdeamt auf eine Aufforderung nach 
Artikel 14 hin vorgelegt wurden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich eingereicht" und sind ihm 
nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthalten.): 
Beschreibung, Seiten: 

1-18 ursprungliche Fassung 


Patentanspruche, Nr.: 

1-16 eingegangen am 08/09/2000 mit Schreiben vom 07/09/2000 


Zeichnungen, Blatter: 

1/4-4/4 ursprungliche Fassung 


2. Hinsichtlich der Sprache: Alte vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die intemationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung Oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen Behorde in der Sprache: , zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache eingereicht; 
dabei handelt es sich um 

f 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Obersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
intemationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

□ in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, dass das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll- nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, dass die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 


Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VIII, Blatt 1) (Januar 1994) 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 


# 
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□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen ersteilt worden, da diese aus den 
angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die solche Anderungen enthaften, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 


6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 


V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 


1. Feststellung 
Neuheit (N) 

Erfinderische Tatigkeit (ET) 


Ja: Anspruche 1-16 
Nein: Anspruche 

Ja: Anspruche 5, 10 

Nein: Anspruche 1-4,6-9,11-16 


Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1 -1 6 

Nein: Anspruche 


2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 


VI. Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

1 . Bestimmte veroffentlichte Unterlagen (Regel 70.10) 
und / oder 

2. Nicht-schriftliche Offenbarungen (Regel 70.9) 
siehe Beiblatt 


VIII. Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen Oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestiitzt werden. ist folgendes zu bemerken: 
siehe Beiblatt 


Fomnblatt PCT/IPEA/409 (Felder I- VIII, Blatt 2) (Januar 1994) 
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Zu Punkt V 

Beqrundete Feststellunq nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit. der 
erfinderischen Tatiqkeit und der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlaqen und 
Erklarunqen zur Stutzunq dieser Feststellunq 

1 . Es wird auf die folgenden Dokumente verwiesen: 

(A) Day I N M et al.: Biotechniques, Bd. 18, Nr. 6, 1995, Seiten 981-984-984 

(B) EP-A-0 726 310 

(C) FR-A-2 674 253 

(D) Stratagene Catalogue, Seiten 274-277 

(E) Sambrook J. et al.: 'Molecular cloning' 1987 

2. Die am 08.09.2000 eingereichten Anderungen bringen keine Sachverhalte ein, die 
im Widerspruch zu Artikel 34(2)(b) PCT uber den Offenbarungsgehalt der Anmeldung 
im Anmeldezeitpunkt hinausgehen. 

3. Neuheit 

3.1 Der Gegenstand des Anspruchs 1 ist neu im Sinne von Artikel 33(2) PCT, da die 
beanspruchten mit Nukleinsauren beschichteten Reaktionsraume nicht im Stand der 
Technik offenbart sind. 

3.2 Aus dem gleichen Grund ist der Gegenstand der abhangigen Anspriiche 2, 3 und 5 
auch neu im Sinne von Artikel 33(2) PCT. 

3.3 Das Verfahren zur Herstellung der mit Nukleinsauren beschichteten Reaktionsraume 
(Anspruch 6 der vorliegenden Anmeldung) und die Verwendung der beanspruchten 
Reaktionsraume zur Bestimmung ausgewahlter Nukleinsaure in biologischen 


Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 1) (EPA- April 1997) 


INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 
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Substanzen (Anspruch 1 5 der vorliegenden Anmeldung) sind auch neu (Artikel 33(2) 
PCT). Das gleiche gilt fur die abhangigen Anspruche 7, 8, 10-14 und 16. 

4. Erfinderische Tatigkeit 

4.1 Dokument A offenbart die Anwendung von mit DNA beschichteten GefaBen, wobei 
die Beschichtung mit zu untersuchenden DNA-Proben erfolgt (siehe Seiten 982 and 
983, "Dried template DNA" and "Dried PCR oligonucleotides"). Nach Trocknung 
haften die adsorbierten DNA-Molekule an der Innenseite des zur Beschichtung 
verwendeten Reaktionsraumes (siehe Seite 983). 

Der Gegenstand des Anspruchs 1 unterscheidet sich von der Offenbarung in 
Dokument A durch die Anwendung von Standard-Nukleinsauren. 

Die mit der vorliegenden Erfindung zu losende Aufgabe kann somit darin gesehen 
werden, da3 eine quantitative Bestimmung von Nukleinsauren mit diesen 
Reaktionsraumen ermoglicht wird. 

Es handelt sich dabei nur um eine naheliegende Moglichkeit (Verwendung von 
definierten Mengen Standard-DNA), aus denen der Fachmann ohne erfinderisches 
Zutun den Umstanden entsprechend auswahlen wurde, um die gestellte Aufgabe zu 
losen. 

Anspruch 1 beruht daher nicht auf einer erfinderischen Tatigkeit (Artikel 33(3) PCT). 

4.2 Die abhangigen Anspruche 2-4 enthalten keine Merkmale, die in Kombination mit 
den Merkmalen des Anspruchs, auf den sie sich beziehen, die Erfordernisse des 
PCT in bezug auf erfinderische Tatigkeit erfullen. 

Beim Gegenstand der Anspruche 2 und 3 handelt es sich nur um mehrere 
naheliegenden Moglichkeiten, aus denen der Fachmann ohne erfinderisches Zutun 
den Umstanden entsprechend auswahlen wurde. 

Der Fachmann wurde es als ubliche Vorgehensweise ansehen, Lambda-DNA Oder 
tRNA-Losung zur Verdunnung von DNA- und RNA-Standards zu verwenden. Der 
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Gegenstand des Anspruchs 4 benjht somit nicht auf einer erfinderischen Tatigkeit 
und erfullt damit nicht das in Artikel 33(3) PCT genannte Kriterium. 

4.3 Die Verwendung von physikalisch mittels Ultraschall in kleinere Fragmente uberfuhrte 
Lambda-DNA wurde noch nicht beschrieben. Diese kleine Fragmente fungieren als 
Adsorpsionsvermittler und Stabilisatoren. Sie konnen sich wahrend der PCR-ublichen 
initialen Denaturierung komplett losen und somit gewahrleisten, daB auch die 
Standard-Molekule komplett von der Innenwandung des Reaktionsraumes 
desorbieren. Daher beruht Anspruch 5 auf einer erfinderischen Tatigkeit (Artikel 
33(3) PCT). 

4.4 Aus dem gleichen Grund (siehe 4.1 und 4.2) beruht der Gegenstand der Anspruche 
6-9 nicht auf einer erfinderischen Tatigkeit (Artikel 33(3) PCT). 

Anspruch 10 scheint auf einer erfinderischen Tatigkeit zu beruhen (siehe 4.3). 

4.5 Anspruche 11-16 beruhen nicht auf einer erfinderischen Tatigkeit (Artikel 33(3) PCT). 

Die Merkmale der abhangigen Anspruche 12-14 wurden schon fur denselben Zweck 
bei einem ahnlichen Verfahren benutzt, vgl. dazu Dokument A, Seite 981 . Fur den 
Fachmann war es daher naheliegend zu den Merkmalen der Anspruche 12-14 zu 
gelangen. 

Die abhangigen Anspruche 11 und 15-16 betreffen geringfugige bauliche 
Anderungen des Verfahrens und Anwendungen dieser Reaktionsraume, die im 
Rahmen dessen liegt, was ein Fachmann aufgrund der ihm gelaufigen Uberlegungen 
zu tun pflegt. Folglich liegt auch dem Gegenstand der Anspruche 1 1 und 15-16 keine 
erfinderische Tatigkeit zugrunde. 

5. Folgende Bemerkungen sind jedoch zu berucksichtigen: 

Nach Angabe der vorliegenden Erfindung bewirken Trager-Nukleinsaure eine 
verbesserte Adsorption wahrend der Lyophilisationsprozesses und fiihren zu 
erhohter Haltbarkeit der Standard-Nukleinsaure im Reaktionsraum. Jedoch ist der 
Begriff 'Trager-Nukleinsaure" nicht in den Anspruchen weiter definiert. Unter diesem 
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Begriff konnte eine Reihe von verschiedenen Nukleinsaure-Losungen verstanden 
werden. 

Durch die breite Formulierung der beanspruchten Reaktionsraume konnen alle 
GefaBe mit einer DNA-L6sung in den nicht genau definierten Schutzbereich des 
Anspruchs 1 aufgenommen werden. 

6. Die folgenden im Recherchenbericht angegebenen Dokumente sind nicht 
neuheitsschadlich fur die vorliegenden Anspruche aus folgenden Grunden heraus: 

Dokumente B offenbart die Herstellung stabiler lyophilisierten Enzymkompositionen, 
die bei der PCR benutzt werden konnen. Dabei werden aber die Nukleinsaure erst 
nach der Lyophilisation beigefugt. Die Beschichtung der GefaBe erfolgt im Gegensatz 
zur erfindungsgemaBen Beschichtung nicht mit Nukleinsauren. Das gleiche gilt fur 
Dokument C. Dokument D und E beziehen sich auf die Synthese und Isolierung von 
Oligonukleotiden, und haben in Gemeinsam mit der vorliegenden Erfindung nur die 
Durchfuhrung eines Lyophilisationsprozesses. 


Zu Punkt VI 

Bestimmte anqefuhrte Unterlaqen 

Die Anmeldung beansprucht zu Recht das Prioritats-Datum vom 28.08.1998. Das 
im Recherchenbericht als Zwischenliteratur angegebene Dokument (DE 197 16 154 
A) ist eine nationale Deutscher-Anmeldung, die am 22. Oktober 1998 veroffentlicht 
wurde. Ihr Inhalt gilt daher nicht als Stand der Technik und wird nicht bei der Prufung 
auf Neuheit oder erfinderische Tatigkeit berucksichtigt. 


Zu Punkt VIII 

Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 


1.1 In Anspruch 1 wird die Erfindung durch das zu erreichende Ergebnis angegeben (die 
Beschichtung mit Nukleinsauren). Somit ist der Gegenstand des Anspruchs 1 unklar 
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(Artikel 6 PCT). 


1 .2 Die breite Formulierung in Anspruch 1 fuhrt zur Unklartieit des Anspruchs hinsichtlich 
dem Schutzumfang (Artikel 6 PCT). Alle GefaRe mit einer DNA-L6sung konnen in 
den nicht genau definierten Schutzbereich des Anspruchs 1 aufgenommen werden. 


Fonmblatt PCT/BeiWatt/409 (Blatt 5) (EPA-April 1997) 


• 

Patentanspruche 


1. Mit nativen, synthetisch oder enzymatisch hergestellten Nukleinsauren beschichtete 
Reaktionsraume, dadurch gekennzeichnet, dass die Beschichtung mit kalibrierten Standard- 
Nukleinsauren iinter Zusatz von Trager-Nukleinsaure auf nicht-kovalentem Wege an chemisch 
oder biochemisch nicht-modifizierte Oberflachen der Innenwandung von Reaktionsraumen 
erfolgt. 

2. Reaktionsraume nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass diese aus Glas- oder 
Plastik- Gefafi en oder aus Giaskapillaren bestehen. 

3. Reaktionsraume nach den Anspriichen 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, dass als Standard- 
Nukleinsauren DNA, RNA, synthetische Analoga von DNA und / oder RNA sowie dU-haltige 
DNA eingesetzt werderL 

4. Reaktionsraume nach den Anspriichen 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass 

a) zur Verdiinnung von DNA-Standards eine DNA-Losung eingesetzt wird, welche eine 
minimale Sequenzhomologie zu dem zu analysierenden Nukleinsauregemisch aufweist 

b) zur Verdiinnung von RNA-Standards eine tRNA-Losung verwendet wird. 

5. Reaktionsraume nach den Anspriichen 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass als Trager- 
Nukleinsaure DNA des Lambda-Phagen verwendet wird, welche zuvor mittels Ultraschall- 
Behandlung in leicht desorbierbare Fragmente einer mittleren Lange von ca. 1-2 kb uberfiihrt 
wird.. 

6. Verfahren zur Herstellung der Reaktionsraume nach den Anspriichen 1 bis 5, dadurch 
gekennzeichnet, dass kalibrierte Standard-Nukleinsauren und zugesetzte Trager-Nukleinsaure 
direkt in zur enzymatischen Amplifikation geeignete Reaktionsraume aliquotiert werden und 
anschliefiend nicht-kovalent direkt an die Innenwandung des Reaktionsraurnes durch 
Lyophilisierung mittels Gefriertrocknung oder Vakuum-Zentrifiigation adsorbiert werden. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass Plastik-Gefafie bzw. 
Giaskapillaren beschichtet werden. 
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8. Verfahren nach den Anspriichen 6 und 7, dadurch gekennzeichnet, dass als Nukleinsauren 
DNA, RNA, synthetische Analoga von DNA und / oder RNA sowie dU-haltige DNA 
eingesetzt werden. 

9. Verfahren nach den Anspriichen 6 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass 

a) zur Verdunnung von DNA-Standards eine DNA-eingesetzt wird, welche eine minimale 
Sequenzhomologie zu dem zu analysierenden Nukleinsauregemisch aufweist und 

b) zur Verdunnung von RNA-Standards eine tRNA-Losung verwendet wird. 

10. Verfahren nach den Anspriichen 6 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass als Trager- 
Nukleinsaure DNA des Lambda-Phagen verwendet wird, welche zuvor mittels Ultraschall- 
Behandlung in leicht desorbierbare Fragments einer mittleren Lange von ca. 1-2 kb uberfuhrt 
wird. 

11. Verfahren nach den Anspriichen 6 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dass entsprechende 
Reaktionsraume simultan mit einer Vielzahl (mindestens 2) diverser, Analytsequenz- 
spezifischer, kahbrierter Nukleinsauren, ggf unterschiedlichem zellularen oder organischen 
Ursprungs bzw. aus verschiedenen Spezies stammend, beschichtet werden. 

12. Verfahren nach den Anspriichen 6 bis 11, dadurch gekennzeichnet, dass die Beschichtung 
von mindestens 96, im Mikrotiterplatten-Format angeordneten Reaktionsraumen mit 
mindestens 12 x 8 sequenzspezifischen Standard-Nukleinsauren abnehmenden, den gesamten 
erwarteten Konzentrationsbereich der zu messenden Analytnukleinsaure erfassenden 
Konzentrationen (hochste Konzentration: Al-12, niedrigste Konzentration: Hl-12) erfolgt. 

13. Verfahren nach den Anspriichen 6 bis 12, dadurch gekennzeichnet, dass die beschichteten 
Reaktionsraume aufrecht stehend in einer geeigneten, mindestens 96 GefaBe aufhehmenden 
Trager-Box verschlossen werden. 

14. Verfahren nach den Anspriichen 6 bis 13, wobei in den Reaktionsraumen neben den 
kalibrierten Nukleinsauren mindestens zwei spezifische als Primer bzw. Sonden fungierende 
markierte oder unmarkierte Oligonukleotide, die Trager-Nukleinsaure sowie weitere fur die 


enzymatische Amplification erforderiiche Reaktionskomponenten in lyophilisierter Form 
enthalten sind oder spezifische als Primer bzw. Sonden fimgierende markierte oder unmarkierte 
Oligonukleotide, die Trager-Nukleinsaure sowie weitere fiir die enzymatische Amplifikation 
erforderiiche Reaktionskomponenten in separaten GefaBen ohne Nukleinsaure- Standard in 
lyophilisierter Form enthalten sind. 

15. Verwendung von mit Nukleinsauren beschichteten Reaktionsraumen nach den Anspruchen 
1 bis 14 in Testkits zur Bestimmung ausgewahlter Nukleinsauren in biologischen Substanzen. 

16. Verwendung nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dass die Testkits aus mindestens 
einem mit Folie verschlossenen ZieptoStrip (8-er Strip aus verschlossenen, mit 8 verschiedenen 
Nukleinsaure-Konzentrationen beschichteten Reaktionsraumen), mindestens zwei 
Oligonukleotiden sowie einer Trager-Nukleinsaure bestehen. 
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(54) Bezeichnung: MIT NUKLEINSAUREN BESCHICHTETE REAKTIONSRAUME, VERFAHREN ZU IHRER HERSTELLUNG 
UND IHRE VERWENDUNG 

(57) Abstract 

Reaction chambers with defined concentrations of nucleic acids and method for coating the reaction chambers used in order to 
standardize quantitative enzymatic detection methods, characterized in that the concentration of nucleic acids used are determined in an 
exact manner. A series of dilutions encompassing the expected measuring range is produced using a carrier nucleic acid that is physically 
transformed in relatively small fragments, whereby aliquots of said nucleic acid dilutions undergo mild drying in reaction chambers that are 
suitable for enzymatic amplifications, whereby eight different concentrations of respectively lyophilized standard nucleic acids are indicated 
in the form of a "ZeptoStrip". The invention also relates to a test kit in which the inventive method is used. 

(57) Zusammenfassung 

Reaktionsraume mit definierten Konzentrationen von Nukleinsauren, Verfahren zur Beschichtung der Reaktionsraume, die zur Stan- 
dardisierung quantitativer enzymatischer Nachweisverfahren dienen, dadurch gekennzeichnet, dass die Konzentration der verwendeten Nuk- 
leinsauren exakt ermittelt wird, hiervon eine den erwarteten Messbereich erfassende Verdiinnungsreihe unter Verwendung einer physikalisch 
in kleinere Fragmente uberfuhrten Trager-Nukleinsaure hergestellt wird, wobei Aliquote dieser Nukleinsaure-Verdiinnungen in fur enzy- 
matische Amplifizierungen geeigneten Reaktionsraumen einer schonenden Trocknung unterworfen werden, wobei 8 verschiedene Konzen- 
trationen der jeweils lyophilisierten Standard-Nukleinsaure als "ZeptoStrip" bezeichnet werden und Testkit, in dem das erfindungsgemasse 
Verfahren Anwendung findet. 
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Mit Nukleinsauren beschichtete Reaktionsraume, Verfahren zu ihrer Herstellung und 
ihre Verwendung 

Beschreibung 

Die Erfindung betrifft mit Nukleinsauren beschichtete ReaktionsgefaBe, Verfahren zu ihrer 
Herstellung durch die Beschichtung der GefaBe mit Standard-Nukleinsauren, einen Testkit, 
enthaltend einen Standard-Strip, hergestellt unter Verwendung des erfindungsgemaBen 
Verfahrens, einen Satz von mindestens 2 Oligonukleotiden, die hierfur geeignet sind, einer 
Trager-Nukleinsaure sowie eine Vieizahl von Verwendungsmoglichkeiten des Verfahrens fiir 
den quantitativen Nachweis ausgewahlter Nukleinsauren in biologischen Substanzen. 

Viele Bereiche in der klinischen Forschung und Diagnostik, der pharmakologischen 
Wirkstoffpriifung sowie der Lebensmittelanalytik machen es erforderlich, Konzentrationen 
bestimmter Nukleinsauren (Desoxyribonukleinsaure [DNA]- oder Ribonukleinsaure [RNA]) 
in einer zu analysierenden Probe genau zu kennen. Zur Messung insbesondere extrem geringer 
Analytkonzentrationen kommen haufig enzymatische Amplifizierungsverfahren zum Einsatz. 
Hierbei handelt es sich u.a. urn die Verfahren Polymerasekettenreaktion (PGR, US Patente 
4.683.195, 4.683.202, EP 0 200 362, EP 0 201 184; Hoffmann-La Roche), Ligaseketten- 
reaktion (LCR, Abbott Diagnostics, North Chicago, EL, USA), Strand Displacement 
Amplification (SDA, Walker et. al. [1993], PCR Methods Appl. 3: 1-6, Becton-Dickinson 
Research Center) und Transcription-Mediated Amplification (TMA, Gen-Probe Inc., San 
Diego, CA), mit deren Hilfe bei extrem hoher Sensitivitat Analytnukleinsaure- 
Konzentrationen gemessen werden konnen. Voraussetzung fiir den quantitativen Einsatz aller 
aufgefuhrten Technologien ist die Verfugbarkeit geeigneter synthetischer oder nativer 
Nukleinsaure-Standards exakt definierter Konzentration, die entweder als externe, d.h. in 
parallelen Ansatzen amplifizierte, oder interne Standards (d.h. simultan im selben Ansatz 
amplifizierte sog. Kompetitoren) verwendet werden. Wahrend die Herstellung geeigneter 
Standards dem Fachmann bekannt ist (Zimmermann und Mannhalter 1996, Biotechniques 21 : 
268-279, Kohler et al. 1995, Quantitation of mRNA by polymerase chain reaction - 
Nonradioactive PCR methods. Heidelberg, Springer- Verlag), bestehen bislang ungeloste 
verfahrenstechnische Probleme bei der Uberfuhrung dieser Standards in eine 
anwendungsbereite und stabile Form, welches eine Grundvoraussetzung fiir die 
reproduzierbare Messung unbekannter Nukleinsaurekonzentrationen ist. Insbesondere 
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bestehen Probleme bei der optimalen Lagerung hoch-verdiinnter Nukleinsauren. Diese 
beruhen im wesentlichen darauf, daB in der Praxis meist mit extrem niedrig konzentrierten 
Standard-Verdiinnungsreihen gearbeitet wird (ca. 1 - 100000 Molekule pro Reaktionsansatz), 
die trotz Lagerung bei Temperaturen zwischen -20°C und -80°C haufig instabil sind (Kohler 
et al. 1997, BioTechniques 23: 722-726). Diesem Problem wird u.a. so begegnet, daB niedrig- 
konzentrierte Nukleinsaure-Verdiinnungen in der Form stabilisiert werden, dalJ der 
Verdiinnung eine definierte Menge einer spezifischen Trager-Nukleinsaure zugesetzt wird, 
welche der zu detektierenden Nukleinsauresequenz eine moglichst minimale 
Sequenzhomologie aufweist (De Kant et al. 1994, Biotechniques 17: 934-942, Kohler et al. 
1997, BioTechniques 23: 722-726). Dies fiihrt aber nicht immer zum Erfolg (siehe Figur 1), 
so daB allgemein empfohlen wird, alle erforderlichen Verdunnungsschritte ausgehend von 
einer Stammlosung definierter Konzentration tagtaglich neu durchzufuhren. Dies wiederum 
ist aber mit dem Nachteil verbunden, daB die eingesetzten Standards arbeitsintensiv 
hergestellt werden miissen, variierender Pipettiergenauigkeit unterliegen und kostbare, 
verdiinnte Chargen nur teilweise verbraucht werden konnen. Somit erhohen sich zwangslaufig 
Kosten und Zeitaufwand bei gleichzeitig verringerter Reproduzierbarkeit und Zuverlassigkeit 
der Methodik. Anwendungstechnisch gesehen ist die geschilderte Verfahrensweise somit 
unokonomisch, mehreren StorgroBen unterworfen und demzufolge fur diagnostische 
Routinelabors ungeeignet. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, GefaBe und Methoden zu entwickeln, mit denen 
die oben erwahnten Nachteile der Verfahren gemaB dem Stand der Technik vermieden werden 
konnen und die einfach in der Anwendung, uber einen langeren Zeitraum bei gleichbleibender 
Qualitat lagerbar und Bestandteile von Testkits sein konnen. 

Die Aufgabe wurde durch die Beschichtung von Reaktionsraumen mit definierten Standard- 

Nukleinsaurekonzentrationen gelost, welches folgende Teilschritte enthalt: 

o Herstellung und Reinigung geeigneter adsorbierbarer Nukleinsaure-Standards 

o Bestimmung der exakten Konzentration des Produktes mittels High Performance Liquid 

Chromatography (HPLC), nachfolgend Kalibrierung genannt 
o Herstellung einer Verdiinnungsreihe aus dem kalibrierten Standard unter Zusatz 

definierter Mengen einer Trager-Nukleinsaure 
o erfindungsgemaBe Adsorption der Standard/Tragernukleinsauregemische an fur 
enzymatische Amplifizierungsreaktionen geeignete Reaktionsraume, so daB diese als 
Standards einsetzbaren, definiert beschichteten GefaBe in eine iiber lange Zeitraume 
haltbar Form uberfiihrt werden, ohne daB es zu Beeintrachtigungen der Qualitat kommt. 
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Ebenfalls Gegenstand der Erfindung sind ein Satz von mindestens 2 Oligonukleotiden, ein 
Testkit entsprechend Erfordemissen eines Routinelabors und mehrere 
Verwendungsmoglichkeiten des Verfahrens. 

Die nachfolgend beschriebene Erfindung stellt ein molekularbiologisches Verfahren dar, das 
eine Grundlage zur vorzugsweise automatisierten quantitativen Messung kleinster Mengen 
von Analytnukleinsauren in diversen biologischen Materialien in Verbindung mit 
vorhergehender enzymatischer Amplifikation darstellt. Das erfindungsgemaBe Verfahren 
besteht darin, Nukleinsauren in eine zur Standardisierung quantitativer enzymatischer 
Amplifizierungsreaktionen geeignete Form zu uberfuhren. Uberraschenderweise hat sich 
herausgestellt, daB die erfindungsgemaBe Methode die Herstellung von Nukleinsaure- 
beschichteten, sog. „ready-to-use" Standard-Reaktionsraumen erlaubt, die sich als einfach in 
der Anwendung erwiesen haben, die problemlos iiber einen langen Zeitraum bei 
gleichbleibender Qualitat lagerbar und als Bestandteile von Testkits zu verwenden sind, somit 
den Bedurfhissen von Routinediagnostiklabors insbesondere in Hinblick automatisierter 
Analysen besser gerecht werden. 

Nukleinsauren im Sinne der Erfindung sind einzelstrangige oder doppelstrangige DNA, RNA, 
synthetische Analoga von DNA und RNA, sowie DNA, deren native Desoxy-Thymidin (dT)- 
Basen durch Desoxy-Uracil (dU) vollstandig oder partiell ersetzt sind. Die Herstellung 
geeigneter Nukleinsaure-Standards erfolgt in einer dem Fachmann bekannten Form, 
vorzugsweise mit Hilfe der PCR, unter Nutzung spezifischer Primer-Oligonukleotide 
(Beispiel 1, Punkt 1A-B). Als Nukleinsaure-Standards werden native, auf enzymatischem 
Wege hergestellte Amplifizierungsprodukte oder synthetische Nukleinsauren verwendet, 
deren Nukleotidsequenz einer zu bestimmenden Sequenz homolog ist, vorzugsweise identisch 
oder gekennzeichnet durch eine oder mehrere Punktmutationen, Deletionen oder Insertionen 
ist, die vorzugsweise auBerhalb der Primer- und Sondenbindungsstellen liegen. DNA- 
Standards werden mittels enzymatischer Amplifikation von Target- Sequenzen, vorzugsweise 
mittels PCR, hergestellt, wahrend RNA-Fragmente in bekannter Weise mittels in vitro RNA- 
Synthese unter Nutzung von RNA-Polymerasen (siehe Beispiel 2, Punkt 2.1., C) gewonnen 
werden konnen. Die hergestellten Nukleinsaurefragmente werden anschlieBend einer 
Reinigungsprozedur unterzogen, wobei DNA vorzugsweise mittels Agarosegelelektrophorese 
und anschlieBender Extraktion der Standard-Nukleinsaure aus dem Trenngel gereinigt wird 
(Beispiel 1, Punkt IB), wahrend in vitro hergestellte RNA in einer dem Fachmann bekannten 
Weise aus dem in vitro Sythese-Ansatz extrahiert wird (siehe Beispiel 2, Punkt 2.1., C). Die 
exakte Messung der Konzentration des gereinigten Nukleinsaure-Produktes erfolgt 
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vorzugsweise mittels HPLC (Kohler et al. 1997, BioTechniques 23:722-726, Beispiel 1, Punkt 
2). AnschlieBend wird von der kalibrierten Standard-Nukleinsaure eine Verdiinnungsreihe 
hergestellt. Zur Verdiinnung von DNA-Standards wird eine DNA-L6sung verwendet, die 
hergestellt wird, indem vorzugsweise DNA des Lambda-Phagen (z.B. Stamm: lambda cl 857 
Sam 7, 48502 bp, Lambda-DNA) mittels 5 x 1-minutiger Ultraschall-Behandlung in 
Fragmente von ca. 1-2 Kilobasen (kb) uberfuhrt wird (Beispiel 1, Punkt 3; die 
durchschnittliche Fragmentlange wurde mittels Agarosegelelektrophorese ermittelt). Dieser 
Schritt soli die verbesserte Adsorption wahrend des Lyophilisationsprozesses bewirken und zu 
erhohter Haltbarkeit der Standard-Nukleinsaure im Reaktionsraum beitragen. Es ist auch 
moglich, die Lambda-DNA unmodifiziert einzusetzen oder statt Lambda-DNA E. coli tRNA 
zu verwenden. Zur Verdiinnung von RNA-Standards wird vorzugsweise eine Transport-RNA 
(tRNA)-Losung verwendet (Kohler et al. 1995, Quantitation of mRNA by polymerase chain 
reaction - Nonradioactive PCR methods. Heidelberg, Springer-Verlag, Beispiel 2, Punkt 2.2.). 
Zur Quantifizierung eines MeBparameters werden verschiedene Standardverdunnungen 
hergestellt (Beispiel 1, Punkt 3, Beispiel 2, Punkt 2.2.), die vorzugsweise die Messung des 
gesamten physiologischen oder technologischen Konzentrationsbereiches des zu messenden 
Analyten erlauben. Hiervon werden Aliquote zur Beschichtung derjenigen Reaktionsraume 
verwendet, in welchen die zur Erstellung beispielsweise einer Eichkurve erforderlichen 
enzymatischen Nukleinsaureamplifikationen ablaufen sollen. Vorzugsweise werden 8 separate 
Reaktionsraume mit 8 verschiedenen Standardverdunnungen (sog. 8-er Strip) beschichtet. 
ErfindungsgemaB erfolgt die Beschichtung so, daB Aliquote der jeweiligen Standard- 
Nukleinsaure-Verdunnung supplementiert mit der Trager-Nukleinsaure direkt in den 
verwendeten Reaktionsraumen schonend getrocknet werden (Beispiel 1, Punkt 4, Beispiel 2, 
Punkt 2.3.). In einer besonders bevorzugten Weise erfolgt diese Lyophilisation unter Nutzung 
einer Vakuum-Zentrifiige oder einer Gefriertrocknungsanlage. In einer weiteren Form der 
Ausgestaltung erfolgt die Trocknung mittels eines gleichwertigen Trocknungsverfahrens, 
beispielsweise einem Verfahren zur iiberhitzungsfreien Produkttrocknung unter Einsatz von 
Mikrowellen (z.B. vertrieben iiber GWE mbH, Leuna). Die -wie beschrieben- hergestellten, 
beschichteten Reaktionsraume sind dadurch gekennzeiclinet, daB die adsorbierten 
Nukleinsaure- Standards so fest an der Innenseite des zur Beschichtung verwendeten 
Reaktionsraumes haften, daB beispielsweise ein problemloser Versand auf dem Postweg 
gewahrleistet werden kann. 

In den Figuren 1-4 ist beispielhaft dargestellt, welche Qualitatsanforderungen die mit dem 
erfindungsgemafien Verfahren hergestellten Nukleinsaure-Standards erfullen. Zum praxis- 
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relevanten Test der auf dem beschriebenen Verfahren basierenden Produkte ist das derzeit 
beste, aufierst reproduzierbare Ergebnisse iiefernde ABI PRISM™ 7700 Sequence Detection 
System (PE Applied Biosystems) eingesetzt worden. Mit diesem Detektionsautomaten lassen 
sich unter Nutzung des erfindungsgemaBen Verfahrens prinzipiell hoch reproduzierbare 
Eichkurven mit Korrelationen >-0.99 erstellen (Figur 1). Die erfindungsgemaB mit DNA 
beschichteten Reaktionsraume (Beispiel 1), z.B. die sog. „Optical" PCR Tubes, sind dem 
derzeitigen Stand der Technik uberlegen, da diese im Vergleich zu herkommlich eingesetzten 
PCR-Standards deutlich stabiler sind (Figur 2) und selbst bei Raumtemperatur uber 
mindestens 1 Jahr ohne Qualitatsverlust lagerbar sind (Figur 3). ErfindungsgemaB mit in- vitro 
synthetisierter RNA beschichtete Reaktionsraume sind fiir mindestens 6 Monate sowohl bei - 
20°C als auch Raumtemperatur stabil (Figur 4, Beispiel 2). 

Die beschichteten ReaktionsgefaBe werden aufrecht stehend in einer geeigneten, mindestens 
96 GefaBe aufiiehmenden Trager-Box erfindungsgemaB mit einer selbsthaftenden Folie (z.B. 
Plastik- oder Aluminium-Folie, Parafilm) verschlossen, um eine Kontamination mit Fremd- 
Nukleinsauren wahrend Lagerung und Transport zu vermeiden. Je ein mit Folie 
verschlossener 8-er Strip, somit 8 verschiedene Konzentrationen der zur Beschichtung 
eingesetzten Nukleinsauren enthaltend, wird als „ZeptoStrip" bezeichnet. 
In den Reaktionsraumen konnen neben den kalibrierten Nukleinsauren mindestens 2 
spezifische als Primer bzw. Sonden fungierende markierte oder unmarkierte Oligonukleotide 
sowie weitere fur die enzymatische Amplifikation erforderliche Reaktionskomponenten in 
lyophilisierter Form enthalten sein. Alternativ konnen verwendete Reaktionsraume auch 
alleinig die als spezifische als Primer bzw. Sonden fungierenden Oligonukleotide, die Trager- 
Nukleinsaure sowie weitere fiir die enzymatische Amplifikation erforderliche 
Reaktionskomponenten in lyophilisierter Form enthalten. Die erfindungsgemaBen Testkits 
bestehen aus mindestens einem "ZeptoStrip", mindestens 2 Oligonukleotiden sowie einer 
Trager-Nukleinsaure. 

Das Wesen der Erfindung liegt in einer Kombination bekannter Elemente und neuer 
Losungswege, die sich gegenseitig beeinflussen und in ihrer neuen Gesamtwirkung einen 
Gebrauchsvorteil und den erstrebten Erfolg ergeben, der darin liegt, daB nunmehr ready-to-use 
Standard-Reaktionsraume fiir den quantitativen Nachweis ausgewahlter Nukleinsauren in 
biologischen Substanzen zur Verfugung stehen. 

Neben dem Abstellen der oben genannten Nachteile des Standes der Technik weist das 
erfindungsgemafie Verfahren somit eine Reihe von Vorteilen auf: 
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1. Ein manueller oder automatisierter Transfer von verdiinnten, zur Standardisierung 
eingesetzten Nukleinsauren in die verwendeten Reaktionskompartimente entfallt, da diese 
bereits im ReaktionsgefaB in lyophilisierter Form voriiegen. Damit erhoht sich wesentlich 
die Nutzerfreundlichkeit, da die sofort einsetzbaren Standard-Strips nur entnommen und 
in eine 96-well Tragerplatte eingesetzt werden miissen. Nach Zugabe der vorzugsweise 
vorgemischten Reagenzien ftir die nachfolgende Amplifizierungsreaktion sind keine 
weiteren Manipulationen mehr notwendig. Diese Vereinfachung erlaubt somit eine 
konsequente Automatisierung quantitativer enzymatischer Reaktionen. 

2. Da nunmehr keine Pipettierung konzentrierter Standards mehr erfolgt, ist eine potentielle 
Kontaminationsquelle ausgeschaltet und somit die Gefahr falsch-positiver Ergebnisse 
deutlich verringert. 

3. Durch Uberfuhren der Standard-Nukleinsauren in ein nicht-waBriges Milieu wird a) 
potentiell ein unerwiinschter mikrobieller Abbau der als Standards verwendeten 
Nukleinsauren eingeschrankt bzw. verhindert, und b) eine Lagerfahigkeit selbst extrem 
niedrig konzentrierter Nukleinsauren iiber langere Zeitraume selbst bei Zimmertemperatur 
erreicht (Figur 2-4). Diese Vorzuge vereinfachen ganz wesentlich sowohl Versand als 
auch Anwendung der auf diesem Verfahren beruhender Testkits. 

4. Die verwendeten Trager-Nukleinsauren verhindern eine unspezifische Standard- 
Adsorption an die zur Herstellung der Verdunnungsreihen eingesetzten Einweg- 
Materialien und sind -nachweisbar bei Zusatz zu einem PCR-Ansatz- gleichzeitig ein 
potenter „Enhancer" der enzymatischen Amplifikation. 

Figur 1 zeigt eine typische Eichkurve, die mittels „real-time" PCR-Produktmessung am ABI 
PRISM™ 7700 Sequence Detection System unter Nutzung mit dem erfindungsgemaBen 
Verfahren hergestellter mdm-2 (murine double minute-2) Nukleinsaurestandards 
(Verwendung eines Standard-Strips, d.h. 8 verschiedener, lyophilisierter mdm-2 Standard- 
Nukleinsaurekonzentrationen) erhalten wurde (Beispiel 1, Punkt 5). Die errechnete 
Korrelationskoeffizient betragt in diesem Fall -0.996. 

Figur 2 zeigt in graphischer Form den Vergleich des erfindungsgemaBen 
Beschichtungsverfahrens und Nutzung der „real-time" Detektion wie in Figur 1 mit dem 
derzeitigen Stand der Technik. Herkommliche, d.h. in waBrigem Milieu gelagerte und am 
Versuchstag aliquotierte mdm-2 Standard-DNA Fragmente verschiedener Konzentration (50, 
250, 2500, 10000 und 50000 Molekule pro PCR-Ansatz), supplementiert mit Trager-DNA, 
wurden mit lyophilisierten Standards gleicher Konzentration verglichen. Wahrend 
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konventionell gelagerte Standards insbesondere sehr niedriger Konzentration (50 bzw. 250 
Molekule pro Ansatz) bereits nach 14 Tagen Lagerung und 4-maligen Einfrier-ZAuftau-Zyklen 
vollstandig abgebaut sind (auflert sich in der Abbildung durch Erreichen des Threshold Cycles 
40, welcher der Amplifizierbarkeit 0 entspricht), ist bei Verwendung lyophilisierter Standards 
(ZeptoStrip) selbst bei niedrigsten verwendeten Nukleinsaurekonzentrationen kein Verlust 
feststellbar. 

Figur 3 zeigt PCR-Resultate, die mit ZeptoStrips ,, mdm2-DNA M erhalten wurden, welche iiber 
einen Zeitraum von 1 Jahr alternativ entweder bei -20°C oder bei Zimmertemperatur gelagert 
wurden. Es ist zu erkennen, daB unabhangig von der Lagertemperatur identische PCR- 
Ergebnisse, d.h. weitgehend ubereinstimmende Cj-Werte (d.h. parallele Kurven) erzielt 
wurden. Aus den Ergebnissen ist ersichtlich, dali die immobilisierte mdm2-DNA unabhangig 
von der Ansatzkonzentration und der Lagertemperatur iiber den gesamten untersuchten 
Zeitraum stabil bleibt. 

Figur 4 zeigt TaqMan-PCR-Resultate, die mit ZeptoStrips „bcl2-cRNA„ erhalten wurden, 
welche iiber einen Zeitraum von 6 Monaten alternativ entweder bei -20°C oder bei 
Zimmertemperatur gelagert wurden. Analog den Ergebnissen fur mdm2-DNA war auch 
immobilisierte bc!2-cRNA unabhangig von der Ansatzkonzentration und der Lagertemperatur 
iiber den gesamten untersuchten Zeitraum stabil. 

Die erfindungsgemafie Verwendung der mit Nukleinsauren beschichteten Reaktionsgefafie 
liegt in Testkits zur Bestimmung ausgewahlter Nukleinsauren in biologischen Substanzen. Die 
Testkits bestehen aus mindestens einem mit Folie verschlossenen 8-er Strip, mindestens 2 
Oligonukleotiden sowie einer Trager-Nukleinsaure. 

Die folgenden Beispiele dienen der Verdeutlichung der Erfindung, ohne sie auf diese 
Beispiele zu beschranken. 

Ausfuhrungsbeispiele 
Beispiel 1. 

Beschichtung von Polypropylen-Reaktionsraumen ("Optical Tubes") mit definierten 
Konzentrationen von doppelstrangiger mdm-2 Standard-DNA 
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1.1. Herstellung eines mdm-2 spezifischen Standard-DNA Fragmentes mittels PCR 

A. cDNA-Herstellung aus Gesamt-RNA, isoliert aus ADR5000 T-Lymphom-Zellinie 
(resistenzselektiert mit 5 ^ig Adriamycin pro ml Kulturmedium) 

o 1 ng mittels KNAzol™ "B" (Tel-Test, Friendswood, TX, USA) gereinigte RNA in einem 
20-^1 Standard Reaktionsansatz, bestehend aus AMV Reverse Transcriptase Puffer (250 
mmol/1 Tris/HCl, pH 8.3; 250 mmol/1 KCI, 50 mmol/1 MgCl 2 , 50 mmol/1 Dithiothreitol, 
2.5 mmol/1 Spermidin), 5 U AMV Reverse Transcriptase, 0.5 mmol/1 eines jeden dNTPs 
(Promega, Madison, WI, USA), 10 U rekombinanter RNase Inhibitor (AGS, Heidelberg, 
FRG), 200 ng Oligo (dT) (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden), 1 Std. bei 42 
°C in cDNA transkribieren 

B. PCR-Amplifizierung und Reinigung des Produktes 

> PCR 

o Je 2 |il-Aliquote der hergestellten cDNA werden in 6 identischen 50-jj.I Standard PCR 
Ansatzen bestehend aus 100 ng jedes 3' bzw. 5' Primers, 5 ^1 lOx Taq Polymerase 
Puffer (100 mmol/1 Tris/HCl, pH 8.3; 500 mmol/1 KCI, 15 mmol/1 MgCl 2 , 0.01% 
[wt/vol] Gelatine), 1.5 U AmpliTaq® Polymerase (Norwalk, CT, USA, Perkin-Elmer), 
und 8 jil dNTPs (0.2 mmol/1 jedes Nukleotids unter Verwendung von dUTP anstatt 
dTTP) im GeneAmp®9600 Thermalcycler (Perkin-Elmer) amplifiziert. 

o Programm: 94°C fur 30 s, 55°C fur 30 s, 72°C fur 1 min 
35 Zyklen 

o Sequenzen der verwendete Amplifizierungsprimer (GenBank Accession Code fur mdm-2: 
125341) 

MDM2PR1 ( 1 245- 1 264) 5 -GCC. AAG. AAG.ATGTGA. AAG. AG-3 % 
MDM2PR2 (1439-1455) 5*-ACT.GGG.CAG.GGC.TTA.TT-3 % 
o Lange des amplifizierten DNA-Fragmentes: 21 1 bp 
> 

> Reinigung des 21 1 bp Fragmentes mittels Agarosegel-Elektrophorese 

o 1.5 % Agarose-Gel (Easy-Cast™ Minigel, AGS, Heidelberg) herstellen, Gelslots mit 6- 

er Kamm, Kammer mit TAE-Puffer fiillen (Submarine-Gel) 
o die hergestellten PCR-Ansatze poolen und quantitativ auftragen 
o Elektrophorese bei 100V, 45 min ausfiihren 
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• Ethidiumbromid-gefarbte Banden im UV-Licht sichtbar machen, moglichst genau und 
schnell mit Skalpell ausschneiden, in 1.5 ml-EppendorfgefaBe uberfiihren 

• DNA aus Gelblocks mittels QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilten) laut 
Vorschrift reinigen (Elution mit H 2 0) 


1.2. Kalibrierung der Standard-Stammlosung mittels HPLC 

> HPLC-Equipment: 

3-Line Degasser DG-980-50, PU-980 Intelligent HPLC Pump, Low Pressure Gradient 
Former, UV-975 UV/VIS Detector, AS-950 Intelligent Sampler, Column-Thermostat 
Jetstream 2 (Jasco Labor und Datentechnik GmbH, Gross-Umstadt, FRG). 

> Stationare Phase: 

TSK DEAE-NPR Saule (4.6 mm ID, Lange: 35 mm) und DEAE-NPR Vorsaule (4.6 
mm ID, Lange: 5 mm) (TosoHaas GmbH, Stuttgart, FRG) 

> Mobile Phase: 

Puffer A: 25 mmol/1 Tris/HCl, 1 mol/1 NaCl; pH 9.0 
Puffer B: 25 mmol/1 Tris/HCl; pH 9.0 

> HPLC-Laujbedingungen: 

• Druck: 80-120 bar (maximal 200 bar) 

• FluBrate: 1 ml/min 

• Temperatur: 20°C 

• UV-Detektion bei 260 nm 

• Analyt: ca. 10-200 ng gereinigtes PCR-Fragment, mit Puffer B auf 40 ^xl 
supplementieren, Injektion von 20 \i\ pro Lauf jeweils in Doppelbestimmung 

• Standard (separater Lauf): 36 |al Puffer B plus 4 ^1 Low Mass DNA Ladder™ (Life 
Technologies, Gaithersburg, MD, USA), bestehend aus 6 glatt-endigen DNA- 
Fragmenten im Bereich 100 bis 2000 bp (Endkonzentration: 5 bis 100 ng DNA pro 
Bande), Injektion von 20 |il pro Lauf (Doppelbestimmung) 

• Diskontinuierliches Gradientenprogramm uber 25 min wie folgt durchfuhren: 

1. Equilibrierung der Saule mit 25% Puffer A in Puffer B 

2. 25% A in B: Probenauftrag bis 0.5 min 

3. 25-43% A in B: Linearer Gradient von 0.5-4.5 min 

4. 43-60% A in B: Linearer Gradient von 4.5-20 min 

5. 60-100% A in B: Linearer Gradient von 20-22 min 

6. 100-25% A in B: Linearer Gradient von 22-24 min 
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7. 25% A in B: Equilibrierung von 24-25 min 

Die Datengewinnung erfolgt mittels Integration der Peaks durch Borwin™ Chromatography 
Software, Version 1.20 (IMBS Developpements, Frankreich). Zur exakten Messung der 
Konzentration des gereinigten DNA-Standards wird die Flache unter den individuellen Peaks 
ermittelt. Die unbekannte Konzentration der Standard-Nukleinsaure wird anhand der mittels 
Low Mass DNA Ladder™ erhaltenen Eichkurve berechnet. 

13. Herstellung einer Standard-Verdiinnungsreihe mit Trager-DNA 
Trager-Nukleinsaure : 

10 OD Lambda (dam+) DNA (aus Bakteriophage lambda cl857 Sam7, AGS GmbH, 
Heidelberg), gelost in 0.5 ml 10 mM Tris/HCl, pH 8.0; 1 mM EDTA, wird in 5x 1 min- 
Intervallen und zwischenzeitlicher Kuhlung auf Eis mittels Ultraschall-Bad (Transsonic T570, 
Ultrasonics) bei maximaler Leistung in ca. 1-2 kb-Fragmente uberfuhrt, davon wird eine 10 
ng/ml-Verdiinnung hergestellt (1 : 100), im weiteren als Lambda-DNA bezeichnet. 


Herstellung der Standard-Verdiinnungsreihe fur mdm-2 (20x cone.) 


Standard- 
No. 

Verdiinnung SL 
(Herstellung) 

Endkonzentration 
[zmol/Ansatz] 

Molekiile pro 
Ansatz 

1 

1: 10 4 

419.75 

252.773 

2 

1: 10 4 -> 1:5 (20^[No.l]+80^1 X) 

83.95 

50.555 

3 

1: 10 4 -> 1:10 (10^1 [No.l]+90^1 X) 

41.986 

25.277 

4 

1: 10 4 1:25 (lOjxl [No.3]+90nl X) 

16.794 

10.111 

5 

1: 10 s -> (20^ [No.3]+180^ X) 

4.199 

2.528 

6 

1: 10 6 1:4 (25^1 [No.5]+75^1 X) 

1.050 

632 

7 

1: 10 6 -» 1:10 (lOjil [No.5]+90^ X) 

0.420 

253 

8 

1: 10 6 -* 1:50(2^1 [No.5]+98h1 X) 

0.084 

51 


X = Lambda-DNA, 10 ng/|il 


Zur Herstellung der Standard-Gebrauchslosungen werden je 5 der Standard- 
Verdiinnungsreihe in separate 1.7 mi Multi Twist Top Vials (Sorenson Bio Science, Salt Lake 
City, UT, USA; Vertrieb: Carl Roth GmbH.: Kat.-Nr.: 8184.1) pipettiert. Zur Herstellung 
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multifunktioneller Strips (d.h. Strips, die zur sequentiellen oder simultanen quatitativen 
Messung mehrerer verschiedener Nukleinsaure-Sequenzen geeignet sind) werden weitere 19 
Standards (jeweils 5 \xl pro Standard-Nukleinsaure) zugesetzt und -wenn erforderlich- bis zu 
einem Endvolumen von 100 mit Lambda-DNA erganzt. 

1.4. Beschichtung der Reaktionsraume 

• je 5 |il der unter Punkt 3 hergestellten Standard-Gebrauchslosungen in 8 verschiedene 
"optical tubes" (Fa. Perkin-Elmer, Kat.-Nr.: N8010935) pipettieren (von Position Al- 
A8 in abnehmender Konzentration), vorzugsweise diese Aliquotierung zur 
Verbesserung der Qualitat mit einem Pipettier-Roboter (z.B. Biomek 2000, Fa. 
Beckman) ausfiihren 

• Amplifikationsgefafle in schwarze Eppendorf Zentrifiigen-Adapter (0.2 ml) einsetzen 
und Proben 30 min lang in Vakuumzentrifuge (z.B. Univapo 100 H mit Unijet 
Refrigerated Aspirator, Fa. UniEquip) bis zur volligen Trockene bei eingeschalteter 
Rotor-Gegenheizung lyophilisieren. 

1.5. Test der hergestellten Strips mittels ABI PRISM™ 7700 Sequence Detection 
System 

optimierte mdm-2 TaqMan™-Methode: 

Programm: 2-Step-PCR 95°C 10:00 min, anschlieBend 

40 Zyklen 95°C 00: 1 5 min 
60°C 01:00 min 

Reaktionsbedingungen: 6 mM MgCh 

10 pM Primer mdm2Prl 1 und mdm2Pr21 

2 pmol mdm2Probe 

50 ng Lambda-DNA (5 ^il) 

2.5 U AmpliTaqGold™ 
dNTPs, Puffer aus TaqMan™ PCR Core Reagents Kit mit AmpliTaq™Gold 
Ansatzvolumen: 50 |il 

verwendete Primer- und Sondensequenzen (GenBank Accession Code fur mdm-2: 125341) 
mdm2Prl 1 (1295-1318) 5*-GAG.AGT.GTG.GAA.TCT.AGT.TTG.CCC-3 , 
mdm2Pr21 (1352-1373) 5 , -TGC.AAC.CAT.TTT.TAG.GTC.GAC.C-3 , 
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mdm2Probe (1320-1350) 5 -FAM-TTA.ATG.CCA.TTG.AAC.CTT.GTG. 

TGA .TTT. GTC . A-XT-3 ' -T AMRA 

Beispiel 2. 

Beschichtung von Polypropylen-Reaktionsraumen („OpticaI Tubes,,) mit definierten 
Konzentrationen von bc!2 Standard-copy RNA (cRNA) 

2.1. Herstellung von bcl2 Standard cRNA, die sequenz-homolog zu nativer bcl2- 
mRNA ist 

(nach einer modifizierten Methode von:: Grassi G, Zentilin L, Tafuro S, Diviacco S, Ventura 
A, Falaschi A, Giacca M. A rapid procedure for the quantitation of low abundance RNAs by 
competitive reverse transcription-polymerase chain reaction. Nucleic Acids Res 1994; 22: 
4547-4549) 

A. Herstellung von bcl2 Template DNA mit inkorporiertem T7-Promoter 

> Herstellung eines bcl2 Target- Fragmentes mit PCR1 

o 1 00 ng CCRF ADR5000 cDNA (siehe Beispiel 1 . 1 , A) wurden wie unter Beispiel 1 .1, B 
in einem TRIO-Thermoblock™ 48 Thermal Cycler (Biometra, Gottingen) amplifiziert. 
Temperaturprofil PCR1 : 94°C fiir 30 s, 55°C fur 30 s, 72°C fur 1 min 

40 Zyklen 

o Sequenzen der verwendeten Amplifizierungsprimer (GenBank Accession Code fiir bcl2: 
M14747) 

BCL2PR1 (3498-3516): 5^CTT.TTG.CTG.TGG.GGT.TTT.G-3^ 
BCL2PR2 (3896-3915): 5 , -CTT.CTC.CTT.TTG.GGG.CTT.TT-3 , 
o Theoretische Lange des amplifizierten DNA-Fragmentes: 41 8 bp 

> Inkorporation der T7-Promotersequenz in das synthetisierte bcl2-Target-Fragment 
mittels PCR2 
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Tabelle 2/1: Pipettierschema fur PCR2 (Herstellung von 6 identischen Ansatzen) 


Reaktionskomponenten 

Ansatzvolumen 
Ml 

H 2 0 (HPLC-rein) 

21,5 

lOx PCR-Puffer mit 1 .5 mM MgCl 2 (PE Applied Biosystems) 

5 

dNTPs (je 1,25 mM, Promega/Boehringer Mannheim) 

8 

Primer bcl2-lT7 (50 ng/\il), verdiinnt mit H 2 0 

6 

Primer bcl2Pr2 (50 ng/^l), verdiinnt mit H 2 0 

2 

bcl2-Target Produkt (siehe 2. 1 . A, 1 : 1000 verdiinnt mit H 2 0) 

5 

AmpliTaq Gold (0,5 U/ul, PE Applied Biosystems) 

2,5 


• Die Amplifizierung erfolgte nach folgendem Temperaturprofil: 

einmalig 95°C fur 10 min, 40 Zyklen 95°C fur 30 sec, 55°C fur 30 sec, 72°C fur Tmin 
einmalig 72°C, 5 min, 4°C oo 

• Sequenzen der verwendeten Amplifizierungsprimer: 

BCL2PR2 (3896-3915): (siehe oben) 
bcl2-lT7: (unterstrichene Sequenz: T7-Promoter) 
5 , -cgg.gatxcg.gatxct.aat.acg.actxac.1at.agg.gag.aCT.TTT.GCT.GTG.GGG.TTT.TG-3 , 

• Theoretische Lange des amplifizierten DNA-Fragmentes: 455 bp 


B. Reinigung und Kalibrierung des bcl2T7-DNA-Fragmentes 
wie unter Beispiel 1.1. und 1.2. beschrieben 


C. In-vitro cRNA-Synthese (Herstellung von 3 identischen Ansatzen) 


Tabelle 2/2: Pipettierschema zur Herstellung der bcl2-cRNA-Syntheseansatze 


Reaktionskomponenten 

Ansatzvolumen 

m 

RNase-freies H 2 0 (mit DEPC behandelt) 

i 

lOx Transcription Buffer (Boehringer Mannheim) 

2 

ATP (20 mM, Amersham Pharmacia) 

1 

UTP (20 mM, Amersham Pharmacia) 

1 

GTP (20 mM, Amersham Pharmacia) 

1 
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CTP (20 mM, Amersham Pharmacia) 

1 

gereinigtes bcl2-T7 dsDNA Fragment (6 ng/nl) 

10 

T7-RNA Polymerase (Boehringer Mannheim, 20U/jil) 

2 

RNase-Inhibitor (Amersham Pharmacia, 10 U/jil) 

1 


o Die Inkubation der Ansatze erfolgte fiir 1 Std. bei 37°C im Thermoschuttler. 

o Zur Erhohung der cRNA-Ausbeute wurden nach Ablauf der Inkubation weitere 20 U T7 

Polymerase pro Ansatz zugesetzt, danach wiederum Inkubation fur 1 Std. bei 37°C 

(Thermoschuttler). 

o Anschliefiend wurden alle drei Ansatze vereinigt und mit 60 U DNase I (RNase-frei, 

Boehringer Mannheim) fur 50 min bei 37°C verdaut. 
o Die Reinigung der cRNA erfolgte mittels konventioneller Phenol-Chloroform- 

Isoamylalkohol- (25:24:1) Extraktion wie in: Kohler T, Lafiner D, Rost A-K, Thamm B, 

Pustowoit B, Remke H Eds.): Quantitation of mRNA by polymerase chain reaction - 

Nonradioactive PCR methods., Springer-Verlag Heidelberg, S. 36-37 beschrieben. 
o Die Fallung der cRNA wurde fiir ca. 3 Std. bei -20°C durchgefiihrt, danach wurde 3x mit 

300 jal 75% Ethanol gewaschen, zentrifugiert und das Pellett unter 100 ^1 96%igem 

Ethanol uber Nacht bei -20°C gelagert. 
o Am nachsten Tag erfolgte die Trocknung des Pelletts in einer Vakuum-Zentrifuge 

(Univapo 100 H, UniEquip), das getrocknete Pellett wurde in 25 |il DEPC-H2O gelost, die 

Konzentrationsbestimmung erfolgte nach UV 260/280-Messung von 2x 2 |il-Aliquoten in 

500 |al-Quartzkiivetten. 
o Die Gesamtausbeute aller 3 Ansatze betrug ca. 23 |ig cRNA bei einem Ratio 260/280 

>1,8. 

D. Charakterisierung der synthetisierten cRNA mittels nicht-denaturierender Agarosegel- 
Elektrophorese 

(nach einer modifizierten Methode von: Collins ML, Zayati C, Detmer JJ, Daly B, Kolberg 
JA, Cha TA, Irvine BD, Tucker J, Urdea MS. Preparation and characterization of RNA 
standards for use in quantitative branched DNA hybridization assays. Anal Biochem 1995; 
226:120-129) 
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• Eine Minigel-Kammer (Easy-Cast™, AGS Heidelberg) wurde uber Nacht mit 2%-iger 
Absolve NEF-971G Reinigungslosung (DuPont) RNase-frei gemacht, anschlieBend 
wurde 2x mit DEPC-H 2 0 gespiilt. 

• Hersteliung des Gels: 1%-iges Agarosegel (Qualex-Gold-Agarose, AGS) mit lx TAE- 
Puffer (aus 50x Stammlosung mit DEPC-H 2 0) herstellen (Ethidiumbromid [1,6 i-tl 10% 
EtBr] eingegossen), lOer Kamm; Laufpuffer: lx TAE (4 \xl EtBr/100 ml) 

• Zur gereinigten und resuspendierten cRNA (ca. 1 jig pro 4 [il Volumen) sowie 4 ^1 einer 
0,16-1,77 Kb RNA-Ladder (Gibco BRL) wurden 4 ^1 Formamid zugeben, und 
anschlieBend 5 min bei 65°C inkubiert. 

• Danach erfolgte eine rasche Abkuhlung auf Eis sowie anschlieBende Zugabe von 1 ^1 
Gelladepuffer (RNase-frei) pro Tube, vom fertigen Ansatz werden 4 (al-Aliqote in die 
Testgel-Taschen pipettiert (Marker in die AuBenslots, cRNA-Probe in die Innenslots). 

• Die elektrophoretische Trennung wurde fur ca. 2 Std. bei 80 V in der im Eisbad 
gekiihlten, RNase-freien Minigel-Kammer durchgefuhrt. Eine Pufferzirkulation wurde 
durch intermittierende Bewegung des Laufpuffers in der Kammer erreicht. 

• Die RNase-freie Dokumentation der Ergebnisse erfolgte mittels GelPrint Video 
Documentation Workstation (MWG-Biotech, Ebersberg) unter Nutzung von ONE- 
Dscan™ Software (Scanalytics, Billerica, MA, USA). 

• Dem theoretischen Molekulargewicht der synthetisierten bcl2-cRNA von 418b stand ein 
experimentell bestimmtes Molekulargewicht von ca. 400 b gegeniiber. 

2.2. Hersteliung einer bcl2-cRNA-Verdiinnungsreihe 

Die Verdiinnung der gereinigten bcl2-cRNA erfolgte mit E.coli tRNA-Losung (100 ng/|il 
DEPC-H 2 0, Boehringer Mannheim). 


Tabelle 2/3: Hersteliung einer bcl2-cRNA-Verdiinnungsreihe nach folgendem Schema: 


Standard 
Nr. 

cRNA-Verdiinnungsfaktor 

RNA-Konzentration (Angabe in 
zmol pro 5 jil verdiinnter Losung) 

1 

1:10 J 

1610 

2 

1:10 4 

161,05 

3 

1:10 s 

16,105 

4 

1:10 5 -^ 1:5 

3,22 
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5 

l:10 b 

1,6105 

6 

l:10 6 -» 1:5 

0,322 

7 

1:10' 

0,16105 

8 

1:10" 

0,016105 


2.3. Beschichtung von 96 „Optical Tubes,, (1 Platte) mit bc!2 Standard-cRNA definierter 
Konzentration 

o Von jeder bcl2-cRNA-Verdunnung (siehe Tabelle 2/3) wurden 150 pi hergestellt und in 
ein bereitgestelltes, kiihlbares Rack einer Biomek®2000 Pipettierworkstation (Beckman 
Instruments Inc., Fullerton, CA, USA) positioniert. 

o Eine 96-well Tragerplatte wurde mit 96 ^Optical Tubes,, beschickt und ebenfalls in die 
dafiir vorgesehene Position der Workstation gesetzt. 

o Mit Hilfe des Roboters und unter Nutzung geeigneter, gestopfter Einweg-Pipettenspitzen 
wurden je 5 (il von Standard „1„ in die „Optical Tubes,, der Position A1-A12, von 
Standard „2„ in Tubes B1-B12, von Standard „3„ in Tubes CI -CI 2 usw. pipettiert. 

o Die Standard-cRNA enthaltenen GefaBe wurden anschlieBend komplett fur 30 min bei - 
80°C schockgefroren und unter Vermeidung eines zwischenzeitlichen Auftauens sofort in 
einer vorgekiihlten Lyovac GT2 (AMSCO Finn-Aqua GmbH, Htirth) fur 1 Std. 
lyophilisiert. 

o AnschlieBend wurden die Tubes mit einer selbstklebenden Folie (z.B. Biomek™ Seal & 
Sample Aluminium-Folien, Beckman Instruments) manuell verschlossen. Die ZeptoStrips 
„RNA„ wurden generiert, indem die an den Tubes anhaftende Folie vertikal so geschnitten 
wurde, daB zusammenhangende Strips der Positionen Al-Hl, A2-H2, A3-H3 usw. 
entstanden, welche jeweils eine Konzentration einer jeden bcl2-cRNA Verdunnung 
enthielten. 

o Von den nunmehr hergestellten 12 Strips wurden je 6 Strips altemativ entweder bei -20°C 
oder bei Zimmertemperatur iiber den untersuchten Zeitraum gelagert 

2.4. Analyse der hergestellten bc!2 cRNA Strips mittels ABI PRISM™ 7700 Sequence 
Detection System 


A. Materialien: 
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• 5x TaqMan EZ Puffer: 250 mM Bicine, 575 mM K-acetate, 0.05 mM EDTA, 300 nM 
ROX (6^arboxy-tetramethyl-rhodamin), 40% (w/v) Glycerol; pH 8.2 

• 25 mM Mn(OAc) 2 

• dNTPs: dATP (10 mM), dCTP (10 mM), dGTP (10 mM) und dUTP (20 mM) im 
Volumenverhaltnis 1:1:1:1 gemischt 

B. Sequenzen der verwendeten Oligonukleotide 
bcl2Prl (3498-35 16) wie oben 

bcl2Pr21 (3572-3591) S-GCA.AGT.GCA.GCCACA.ATA.CT^ 
bcl2Sonde (3547-3568) 5 % -FAM-CAG.TTC.TGG.GGC.CAA.GAG.GCT.GTXT-3 - 

TAMRA 

(FAM = 6-carboxyfluorescein, TAMRA = 6-carboxytetramethylrhodamine) 

C. Kombinierte Reverse Transcription und PGR (RT-PCR) unter Nutzung des Enzyms rTth 
Polymerase (PE Applied Biosystems) 

• Am jeweiligen Versuchstag wurden in je einen der alternativ bei -20°C oder 
Raumtemperatur gelagerten bcl2-cRNA Strips folgende Reaktionskomponenten pipettiert 
(Tabelle 2/4, S = Standard-Nr., Ansatzvolumen: 50 ill) 


Tabelle 2/4: PCR3 


Reaktionskomponente 

SI 

S2 

S3 

S4 

S5 

S6 

S7 

S8 

DEPC-H 2 0 

10.5 

10.5 

10.5 

10.5 

10.5 

10.5 

10.5 

10.5 

5x EZ-Puffer mit ROX 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

dNTPs fiir TaqMan 

6 

6 

6 

6 

6 

6 

6 

6 

bcl2Prl (50 ng/nl) 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

bcl2Pr21 (50ng/jil) 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

bcl2-Sonde (0,79 pmol/^il) 

2.5 

2.5 

2.5 

2.5 

2.5 

2.5 

2.5 

2.5 

Mn (OAc) 2 , 25 mM 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

rTth-Polymerase (PE Applied 
Biosystems, 2.5 U/|J.l) 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 


Temperaturprofil am ABI PRISM™ 7700 Sequence Detection System: 
59°C, 30 min (Reverse Transcription) 
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95°C, 5 min 
40Zyklen 95°C, 15 sec 

59°C, 1 min 

o Mittels PCR3 (Tabelle 2/4) wurde die Stabilitat von erfindungsgemafien bcl2-cRNA Strips 
nach jeweils 7, 14, 28, 90 und 180 Tagen Lagerung (sowohl -20°C als auch 
Raumtemperatur) analysiert. Die Ergebnisse sind in Figur 4 zusammengefafit. 

Legende zu den Figuren 
Figur 1 : 

Charakteristische Eichkurve, erstellt mittels PCR-Produkt Messung am ABI PRISM™ 7700 
Sequence Detection System unter Verwendung eines "ZeptoStrips" welcher mit dem 
erfindungsgemafien Verfahren mit mdm-2 DNA beschichtet wurde, sowie der zugehorigen 
Methode (siehe Ausfiihrungsbeispiel 1, Punkt 5), r = -0.996. 

Figur 2: 

Vorteile von ZeptoStrips (ZS) im Vergleich zu Standard-Nukleinsauren, die nach derzeitigem 
Stand der Technik konventionell im waflrigen Milieu gelagert wurden. Gestrichelte Linien: 
konventionelle Lagerung, durchgezogene Linien: ZeptoStrip. Legende: Initiale Zahl von 
Nukleinsauremolekiilen per PCR-Ansatz. 

Figur 3: 

Lagerfahigkeit von ZeptoStrips mdm2-DNA iiber einen verfolgten Zeitraum von 1 Jahr ohne 
Qualitatsverluste. Legende: Initiale Zahl von Nukleinsauremolekiilen pro PCR-Ansatz. 
Durchgezogene Linien: Lagerung bei +25°C, gestrichelte Linien: Lagerung bei -20°C. 

Figur 4: 

Stabilitat von ZeptoStrips „bcl2-cRNA,„ die iiber einen Zeitraum von 6 Monaten alternativ 
entweder bei -20°C oder bei Zimmertemperatur gelagert wurden. Dargestellt sind die fiir jede 
Standard-Konzentration berechneten Regressionsgeraden unter Beriicksichtigung aller jeweils 
bei -20°C und +25°C-Lagerung erhaltenen Mefiwerte. Legende: Konzentration der im 
Reaktionsraum immobilisierten bcl2-cRNA in zeptomol pro Ansatz. 
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Patentanspruche 

1. Mit nativen, synthetisch oder enzymatisch hergestellten Nukleinsauren beschichtete 
Reaktionsraume, dadurch gekennzeichnet, dafi die Beschichtung auf nicht-kovalentem 
Wege an chemisch oder biochemisch nicht-modifizierte Oberflachen der Innenwandung 
von Reaktionsraumen erfolgt. 

2. Reaktionsraume nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB sie aus Glas- oder 
Plastik-Gefafien oder aus Giaskapillaren bestehen, die mit nativen, synthetischen oder 
partiell-synthetischen Nukleinsauren (DNA, RNA, synthetische Analoga von DNA und / 
oder RNA, dU-haltige DNA) beschichtet sind. 

3. Verfahren zur Herstellung der Reaktionsraume nach den Anspriichen 1 und 2 unter 
Verwendung von Standard-Nukleinsauren, dadurch gekennzeichnet, daB -definierte 
Mengen geloster nativer, synthetischer oder partiell-synthetischer Nukleinsauren (DNA, 
RNA, synthetische Analoga von DNA und / oder RNA, dU-haltige DNA) direkt in zur 
enzymatischen Amplifikation geeignete Reaktionsraume aliquotiert werden und die 
Nukleinsaure anschlieflend nicht-kovalent direkt an die Innenwandung des 
Reaktionsraumes durch schonende Lyophilisierung der Probe adsorbiert wird. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB GefaBe bzw. Giaskapillaren 
beschichtet werden. 

5. Verfahren nach den Anspriichen 3 und 4, dadurch gekennzeichnet, daB konzentrierte 
Stock-Losungen der zu adsorbierenden Nukleinsauren mittels eines geeigneten 
Analyseverfahrens exakt kalibriert werden, bevor diese zur Herstellung der zur 
Beschichtung verwendeten Nukleinsaure- Verdunnungsstufen eingesetzt werden. 

6. Verfahren nach den Anspriichen 3 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB wahrend des 
Lyophilisationsprozesses den zu adsorbierenden Standard-Nukleinsauren eine definierte 
Menge einer spezifischen Trager-Nukleinsaure beigemischt wird, die zuvor mittels eines 
physikalischen Verfahrens (z.B. Ultraschallbehandlung) in Fragmente einer mittleren 
Lange von ca. 1-2 kb iiberflihrt wurde oder unmodifiziert verwendet wird und welche der 
zu detektierenden Nukleinsauresequenz eine moglichst minimale Sequenzhomologie 
aufweist. 

7. Verfahren nach den Anspriichen 3 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB die DNA des 
Lambda-Phagen oder E. coli tRNA eingesetzt wird. 

8. Verfahren nach den Anspriichen 3 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB entsprechende 
Reaktionsraume simultan mit einer Vielzahl (mindestens 2) diverser, Analytsequenz- 
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spezifischer kalibrierter Nukieinsauren, ggf. unterschiedlichem zellularen oder 
organischen Ursprungs bzw. aus verschiedenen Spezies stammend, beschichtet werden. 

9. Verfahren nach den Anspriichen 3 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dali die Beschichtung 
von mindestens 96, im Mikrotiterplatten-Format angeordneten Reaktionsraumen mit 
mindestens 12x 8 sequenzspezifischen Standard-Nukleinsauren abnehmender, den 
gesamten physiologischen oder technologischen Konzentrationsbereich der zu messenden 
Analytnukleinsaure erfassenden Konzentrationen (hochste Konzentration: A 1-1 2, 
niedrigste Konzentration: HI -12), erfolgt. 

10. Verfahren nach den Anspriichen 3 bis 9, dadurch gekennzeichnet, daB die beschichteten 
Reaktionsraume aufrecht stehend in einer geeigneten, mindestens 96 Gefafie 
aufhehmenden Trager-Box verschlossen werden. 

11. Verfahren nach den Anspriichen 3 bis 10, wobei in den Reaktionsraumen neben den 
kalibrierten Nukieinsauren mindestens 2 spezifische als Primer bzw. Sonden fungierende 
markierte oder unmarkierte Oligonukleotide, die Trager-Nukleinsaure sowie weitere fur 
die enzymatische Amplifikation erforderliche Reaktionskomponenten in lyophilisierter 
Form enthalten sind oder spezifische als Primer bzw. Sonden fungierende markierte oder 
unmarkierte Oligonukleotide, die Trager-Nukleinsaure sowie weitere fur die enzymatische 
Amplifikation erforderliche Reaktionskomponenten in separaten GefaBen ohne 
Nukleinsaure-Standard in lyophilisierter Form enthalten sind. 

12. Verwendung der mit Nukieinsauren beschichteten Reaktionsraume nach den Anspriichen 
1 bis 11 in Testkits zur Bestimmung ausgewahlter Nukieinsauren in biologischen 
Substanzen. 

13. Verwendung nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, daB die Testkits aus mindestens 
einem mit Folie verschlossenen ZeptoStrip (8-er Strip aus verschlossenen, mit 8 
verschiedenen Nukleinsaure-Konzentrationen beschichteten Reaktionsraumen), 
mindestens 2 Oligonukleotiden sowie einer Trager-Nukleinsaure bestehen. 
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Figur 1 
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Figur 2 


Qualitatssicherung von ZeptoStrips (1) 

ZeptoStrip im Vergleich zu konventioneller Lagerung 
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Figur 3 


Qualitatssicherung von ZeptoStrips "DNA" (2) 
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Figur 4 


Qualitatssicherung von bcl-2 cRNA Standard Strips 

ZeptoStrips bei -20°C (leere Symbole) und Raumtemperatur (volie Symbole) gelagert 
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